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　　　The　pre．sellt　experimental　study　was　undertaken　to　explore　the　mechanism　of　binding．of　serum
lipoproteills　to　arterial　elastin　preparations　and　the　in魚ence　of　high　density　lipoprotein（HDL）on　the〃τ
窃々ηcomplex　formation　between　serum　low　density　Iipoprotein（LDL）and　elastin．
　　　The　uptakes　Qf　cholesterol，　triglyceride　and　phosp．hQllp．ids　by　the　elastin　from　LDL　i旦creased
progressive1アwith　time．within　24　hr　of　incubation．
　　　The　amounts　of　lipids　taken　up　by　e．1日目tin　from　HDL　were　signi且cantly　lower　than　those　from　LDL
in　the　mediu血．
　　　When　LDL　was　incubated　with　the　defatted　elastin　in　the　presence　of　increasing　concentrations
Qf正｛DL，　the　uptakes　of　lipids　by　elastin　were　progressively　decreased．
　　　The　ma臼nitude　of　the．　inhibitory　efiect　was　comparable　for　cholesterol，　triglyceride　and　phospholipid．s
as　a　function　of　the　concentration　of　HDL　added　in　the　medium．
　　　When　apo　HDL　and　lecithin，　instead　of　HDL，　were　present　in　the　mediun1，　the　inhibitory　e任ect　was
signi丘cantly　higher，　whereas　the　presence　of　either　lecithin　or　apo　HDL　shQw．ed　none　or　a　slight　inhibi－
tory　ef〔ect　on　the　binding　of　LDL　to　arterial　elas．tin．
　　　The　lipids　transferred　to　elastin　after　4　hr　of　lncubation　with　LDL　were　not　removed　by　subsequent
i且cubation　of　the　elastin　with　intact　HDL，　apo　HDL　or　apo　HDレ1．ecithin　c．omplexes，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Receive．d　Dece．mber　27，1979　and　accepted　February　4，1980）
1　緒 言
　動脈硬化症の発症に関連して動脈壁中には脂質の蓄積が
認められるが，この脂質沈着機序：に関してはなお十分には
解明されていない．そこで市報においてはelastinと脂質
と．の結合機序を研究するに先立って，動脈．壁からela．stin
を抽出する方法についての比較検討を行い報告した．
　これまで動脈壁内の沈着脂質の起源としては血清リボ蛋
白，特に低比重．リボ蛋白（10w　density　lipoprotein；LDL）
が主役を演ずるものと考えられており1），一方組織側から
は動脈陣中のcollagen，　elastinおよびacid　mucop．oly－
saccharideがその機序にあずかるものとされている．事
実これらの結合組織物質は脂質との間に強固な結合体を形
成しており2飼4），この点は～ノZ幽し「ガ〃¶oにも一部の報告5，6）を
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みている，
　他方，さらに近年は高比重リポ蛋白（high　density
lipopr。tei罵HDL）が動脈硬化症の進展に対して抑制的
に作用するとのMiller　and　Miller71の報告以来，この点
に関しても多くの報告をみるにいたった．例えば，その作
用機序の！つに関連して，LDL－receptorを介する脂質の
末梢細胞へのとり込みがHDLにより抑制されるという現
象が培養細胞を用い8，9），あるいは潅流実験10）などによっ
て発表されているが，真の抑制機構については不明といわ
ざるを得ない．
　著者らはこの機序の解明を意図して，動脈壁elastinと
脂質との結合について研究を行なっているが，朗報におい
ては魏マ廊ノηに脱脂elastinと」血清リボ蛋白（LDLおよ
びHDL）とをincubateしてelastin一脂質複合体の形成
機序を検討した．剛；芋にこの複合体形成に対するHDL
添加の影響についても検討を加えたので，合わせて報告
する，
2　実験材料および方法
　2・1試料組織
　前報1Dのごとく、ヒト大動脈より内膜と一部中膜を含む
試料を得て，その石灰化ならびに潰瘍形成部位を取りのぞ
き，それ以外の部分を実験に用いた．
　2・2Elastinの抽出とその脱脂について
　前報11）のごとくpolymeric　stro皿aを得て，これから
NaOH　elastinを抽出して実験に供した．このelastin標
品を今回は30倍容（w／vlのchloroform－methanol（2＝1，
v／v）で3回，ace亡oneで2回，さらにdiethyl　etherで2
回，それぞれ12時間ずつ脂質抽出を行い，この脱脂elast三n
をdesiccator中に保存した，
　2・3　リボ蛋白およびアポ蛋白の調製
　正常ヒト血清につぎ，Havelαα伊）の方法に従い超
遠心法（Beckman　L3－50）によってLDLとHDLを分
画し，LDL，　HDLはそれぞれd＝1．019～1．063および
d＝1、063～1．2！0を示した．それぞれをpH　7．0で0．0！傷
EDTAを含む0．15　M　NaCl溶液で透析したが，これら
の全操作は4。Cにおいて行なった．また得られたLDL
およびHDLは化学的分析とpolyacrylamide　gel　disc
電気泳動によってそれらの純度を確認した上で実験に供
した．
　なお一部の実験においてはHDLをScanu　and　Ed－
elstein13）の方法によって脱脂し，　apo　HDLを得た，すな
わち30倍容の冷ethanol－diethyl　ether（3；1，　v／v）を用
いて4。Cで撹伴しながら脂質抽出を行い，濾過後に2回同
様の操作を繰り返し，続いてdiethyl　etherを用いて2
回脂質抽出を行なった．
　2・4　リン脂質水溶液（liposome）およびリン脂質一アポ
　　　蛋白複合体の調製
　Stein　and　Stein14）に従い，一定量のDL一α一dipalmitoyl
phosphatidyl　choline（Grade　1，　Sigma　Chemical　CQ．，
St．　Louis）を試験管にとり，これに0，9箔NaCl加0．03　M
リン酸緩衝液（pH　7，35）を加え，　Branson　Soni丘er　B－12
を用いて超音波処理を行なったが，sQnicationはN2ガ
ス下で氷冷しつつ50Wで1分ずつ5回行なった，この
hposOlneの最終リン脂質濃度は1mg／mZとした．この
liposomeに適当量のapo　HDLを加えてよく混和した
後，室温に2～3時間放置してから実験に用いた．
　2・51ncubatiGn実験
　50mZ共栓付き試験管に脱lj旨elastinを100　mgずっと
り，incubation　mediumとしては0．03　Mリン酸緩衝液
（pH　7．35）を用い，最終medium量は101nZとした．実
験により，medium中にリボ蛋白，アポ蛋白，　liposome，
あるいはリン脂質一アポ蛋白複合体を適当量加えた，InCU－
bationはすべて37℃で行い，　incubation時間は1～24
時間の間としたが，特に明記しない場合には18時間に一
定して行なった，Incubation終了後直ちに3，000　rpm，10
分遠沈して上清を除き，その後緩衝液で2回，生理的食塩
水で2回，さらに蒸溜水で2回洗浄した．その後脱水と脂
質抽出とを兼ねてethanolで2回抽出した．続いてそれ
ぞれ10mZのchloroform－methanol（2＝1，　v／v）で3回，
cetoneで2回，　diethyl　etherで2回，各12時間ずつ
脂質抽出を行い，ethanol抽出以後のものを集めて真空乾
固して定量に供した．
　2・6　定　量　法
　前功11）と同様にこれらの試料についてcholesterol，
triglycerideおよびリン脂質含：量を測定したが，一部の実
験においてはLowry法15）で蛋白量を測定した，
3　実験成績
　3・1Elasti紅とLDLとの経時的結合状態
　脱脂elastinとLDLとをincubateしてtime　course
上のelastin結合脂質量をみるとFig．1に示すごとくで
ある．この場合，lncubationに用いたLDL中の脂質量
は，cholesterol　2．00　mg，　triglyceride　O．23　mgおよびリ
ン脂質1・14皿gであった．E⊥astinに結合する脂質量は24
時間incubationまでは時間とともに増量し，24時間ま
でにmedium中のcholesterolの25箔，　triglycerideの
46％およびリン脂質の17％がelastinに結合した．つま
り量的にはcholestero1が最も多く結合する．　Incuba－
tionに用いたLDL中のリン脂質／cholestero1比を1．00
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Fig．1　Binding　of　lipids　from　LDL　to　defatted
　　　　elastin　as　a　function　of　incubation　period．
とすると，各incubation時間におけるelastin結合脂質
でのこの比は0．6～0．7を示し，incubation時間による相
違はほとんど認められなかった．これに反し，LDL中
のtriglyceride／cholesterol比を1．00とした場合には，
elastin結合脂質中のこの比はincubation時間の経過と
ともに1．00から1．75まで徐々に上昇した．
　3・2Elastin結合脂質の量および比率
　脱脂elastin　100　mgを用いてmedium中のLDLある
いはHDL量を変動させ，181i寺間incuba亡eした血合に
elastinに結合したcholesterQ1量はFig．2Aクこ示すご
とくであり，これをmedium中のリポ蛋白一cholesterol
量：との間に対比するとFig，2Bのごとくである．つまり
Fig．2Aに示すごとくLDLを用いた場合にはmedium
中のLDL－cholesterol量が21ngまでは結合cholesterol
量：もその増加に平行して増量するが，それ以上においては
ほぼ一定する．一方，HDLを用いた場合には，　elastinに
結合するcholesterol量は著しく低く，medium中に加
えるHDL－cholesterol：量が1～3　mgの範囲では，　LDL
の場合に比較してelastin結合cholesterol量は！／30～
1／5に過ぎない．しかし，この範囲内では，medium中の
HDLを増すと結合cholesterol量は著しく増加する．
Fig．2Bに示す結合率でみると，LDLの場合にはmedium
中のLDL－cbolestero1が50汚49以下ではほとんどすべて
結合し，さらにLDLを増量させるとこの結合率は急激に
低下してLDL－cholesterol　l　mg使用のさいには約30％
となり，それ以上では結合率は徐々に低下する．これに反
し，HDLの場合には，本実験範囲内においてはmedium
中のHDL量を増すと結合HDL－cholesterolの割合も上
昇を示しだ
　3・3Elastin－LDL結合に及ぼすHDLの影響
　脱脂elastin　100　mgと一定量のLDL（cholesterol　2．05
mg，　triglyceride　Q．21　m暮，リソ脂質1．13　mg）とを18時
間incubateしたさいのelastinに結合したchorestero1
：量を100％とし，medium中にHDLを添加した場合に
elastin結合cholesterol量がどのように影響をうけるか
をみるとFig．3のごとくである．すなわち，　HDL添加
量を増すことによってelastin結合cholestero1量は低
下する．このHDL添加量と結合IJ旨質量の低下率との関係
はtriglycelideおよびリン脂質においても，　cholesterol
の場合ときわめてよく類似する．
　上記のelastin－LDL結合に及ぼすHDLの抑制作用の
機序を解明すべく，HDLを脱脂してapo　HDLによる抑制
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Effect　of　lipoprotein－cholesterol　concentrations　in　the　medium
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効果について検討した．Table　1に示すごとく，apo　HDL
による抑制効果：はintact　HDLによる場合に比較してや
や小さく，一方リン脂質のみでは抑制効果は全く認められ
ない．しかしapo　HDL一リン脂質複合体を添加すると，
eユastin－LDL結合・は著しく抑制される．
　　次にHDL，　apo　HDLあるいはapo　HDL一リン脂質
複合体添加の時間的影響をTable　2に示す．脱脂elastin
をLDL（cholesterol　12mg）のみと4時間incubateす
ると結合cho／estefol量は135±4．4μ9（mean±SD）であ
り，さらに14時間，計18時間incubateすると372±51．6
μgとなる．つまり後半の14時間incubatQin時に増加す
LDL（0，87　mg　cholesterol＞　　　　　　　　　100．O
LDL十HDL（1．5　mg　protein）　　　　　　　　87．2±2．3
LDL十apo　HDL（1．5　mg）　　　　　　　　　　892±4．2
LDL十lecithin（1．5　mg）　　　　　　　　　　　97．7±2．8
LDL十〔（apo　HDL（1．5　mg）十lecithln（1．5　mg）〕　73．1±7．O
LDL十〔（apo　HDL（2．5　mg）十lecithin（1．5　mg）〕69．5±2．8
N＝4，Mean±SD
る結合cholestero1量はほぼ237μ9と計算される，これ
を1QO勿として以下の結合能の比較を行なった・
　すなわち，脱脂elastinをLDLのみと4時間incubate
した後に，種々の添加因子を加えてさらに14峙間incロー
bationを続け，その結果を比較した．まず．　HDLを．添加
した後の結合cholesterol量は239±39．6μ9となり，後
半14時間中の上昇は104μ9で，LDLのみについての
choユestero1結合量の43．9傷に抑えられた．次で同じ条
件下．に4時間incubateした後，緩衝液で2回洗浄して
medium中からLDLを除き，新たに緩衝液とHDLを
加えて 4時間incuba亡eした．そのさいの結合choleste－
rol量は144±7．2μ9であり，　LDLのみの場合に比べて
184
Table　2
高’橋忠信・野間昭夫
雌ご渉げπD五，〆11ク。石rD五αη4助05助。♂ψ観α詔661
妙彦81一ρ1で加6δめα加1zτひ温しDム。！z孟1躍6’π4加9げ
し1）L一ごん。♂6伽’τ）島044詑彦’8481α漉π
札幌医誌
Incubation
　period
　（hr）
Cholesterol　bound
μg／100mg　elastinDifference＊　（％）
LDL（1．2　mg　cholesterol）
LDL
LDL
HDL（1．5　mg　protein）
LDL
HDL
LDL
apo　HDL（！．5　mg）
LDL
apo　HDL（1．5　mg）十lecithin（1．5　mg）
4
18
4十14
　　14
4十〇
　　14
4十〇
　　14
4十〇
　　14
135±44
372±51．6
239±39．6
144±7．2
139±8．8
144±20，4
237　　（100．0）
104　　（43．0）
9（3．8）
4（17）
9（3．8）
N＝4，　Mean±SD
＊　Difference　between　4hr　and　18hr　of　incubations．
結合上昇率は3．8％に止まった．同様にLDLと4時間
incubateした後にこれを洗浄してapo　HDLあるいは
apo　HDL一リン脂質複合体を添加するとTable　2に示す
ごとく，LDLのみの場合に比較して結合上昇率はそれぞ
れ1．7および3．8％であった，
4総括と老案
　脱脂elastinとLDLとの～πτ如一〇でのincubation実
験によると，上述の実験条件において24時間までの観察
に関する限りelastin結合脂質はincubation時間とと
もに増量する．Kramsch磁磁6）は大動脈の正常部分か
らのelastinでは4時間incubationでほぼplateauに
達し，plaque部分からのものでは24時間incubatlon
まで結合cholesterol量は上昇することを報告している
が，今回の実験においてはnon－plaque部分とplaque
部分とを区別せずに抽出したelastinを使用しているの
で，このような結果が得られたものと考えられる．さら
にKramschθ’α♂．は24時間incubationにおける結合
cholesterol量に比較して，4時間incubationのさいに
は，正常部elastinの結合cholestero1は約90％，　plaque
部分のものでは約30％としているが，今回の結果では
40～50％を示し，ある程度の一致を認める．
　Incubationに用いたLDL中のtriglyceride／choles－
terol比に比較して，　elastin結合脂質中のこの比は時間
の経過とともに上昇する．この結果はcholestero1よりも
triglycerideの方がelastinとの間の結合能が強いことを
予測させるが，さきにも示したように（Fig．2B＞，　medium
中に添加する脂質量が低い場合にはその結合率が高いとい
うことと，用いたLDL中のtriglyceride量：がcholes－
tero1量の約1／9であることを考慮すると，この結果のみ
によって両者のelastinとの結合能の大小を論ずることは
できない，Medium中にそれぞれを等量添加することが
できて，しかも両者の物理的形態が等しい系を用いること
ができれば，この両脂質のelastinへの結合能を比較する
ことが可能となろう・
　脱脂elastinとi亘cubateするリボ蛋白にHDLを用
いた場合にもその中の脂質はelastinと結合するが，　LDL
の場合に比較して結合脂質量はきわめて低い．しかし今回
の実験条件の範囲内でmedium中のHDL量を増加さ
せると，結合脂質量は急激に上昇する．このincubation
medium中のLDLとHDLの比較は培養細胞系でも実
験されており，そのさいにもLDLの方がHDLに比較
して多量に結合することが報告16，17）されている．
　以上の結果をふまえてelastin－LDL結合に及ぼすHDL
の影響をみると，HDLにはその点への著明な抑制効果が
認められる．しかもこの結合脂質の低下率は脂質の種類に
よる差異がないことより，個々の脂質レベルでの抑制では
なく，リボ蛋白レベルのものであることが示唆される．こ
れと類似の結果は培養細胞を用いた実験でも報告されてお
り8・9），この細胞レベルの実験においては細胞表面に存在す
るLDL－receptorを介するLDLの細胞表面への結合が
考えられている18）が，このHDLの抑制機序としてはこ
のreceptorに対してHDLが競合的に作用することによ
ってLDL結合が減少するという考え方が発表されてい
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る9，ユ9）．しかし，本実験は方法的に細胞ヘベルの観察では
なく，抽出elastinを用いた加て，油ηの分子レベルとで
もいうべき実験であるから，LDL－receptorの概念は適用
されない．まずelastin一層質問の直接的な結合性に対する
HDLの影響と考えられる．しかしさきにも述べたが，この
HDLによる抑制効果がLDLのリボi蛋白レベルで行わ
れるということはきわめて興味ある現象であり，elastin
分子中のLDL結合空間がHDLによって狭められてい
ると考えなけれぽならない，このような分子レベルでの
LDL結合能に対するHDLの抑制効果については，最：近
Bihari－Varga20）により大動脈壁91ycosamino91ycanを
対象とした実験でも報告されているが，その機序の詳細は
不明である．
　ここにおいてこの抑制効果を検討すべく，apo　HDLを
用いて実験を行なったが，その結果，apo　HDLのみによ
る抑制効果は小さく，あらかじめリン脂質との複合体を形
成させておくとその効果が増大した．これはアポ蛋白一リ
ン脂質複合体形成が非極性脂質との結合性を高める21）こ
とにより，elastinに結合すべぎLDL－cholesterolがこ
の複合体に競合的に結合することによって，elastin結合
choresterol量が低下するとも考えられる．しかしあら
かじめelastinに結合させたcholesterolは，後からapo
HDL一リン脂質複合体とincubateしても除去されるこ
とはない　（Table　2）．　この点は　Stein　and　Stein14）の
LandschUtz腹水細胞を用いたcholesterol除去能に関す
る実験結果と異なり，elastin一脂質結合の強固さを示すも
のである．
　HDLによるelastin－LDL結合への抑制作用は，さき
にも触れたように競合によるのみではなく，apo　HDLの
みの添加でも弱いながらも抑制効果を示すことからみて，
apo　HDLのもつ機能とも考えられた．したがってアポ蛋
白の作用であれぽ，今後はこれをさらにアポA－1，A－II
およびCグループに細分画して検討することが必要であ
り，その段階においてこの機序はより明瞭になることであ
ろう，
5結　　論
　ヒト大動脈内膜一中膜より熱アルカリ法で抽出した
elastin標識を脱脂し，この脱脂elastinと血清リボ蛋白
（LDLおよびHDL）とのincubation実験を行なって，
次の結果を得た．
　5・11ncubation　24時間までの間においてelastinへ
の結合脂質量は時間とともに上昇を示した．
　5・2Elastinへの結合性からすればHDLよりもLDL
の方が明らかに高い結果を示した．
　5・31ncubation　medium中ウこLDLと同時にHDL
を添加させると，その添加量を増すことによりelastin結
合脂質量は低下を示した．その際の結合性の低下率は脂質
の種類により差異を示さなかった．
　5・4HDLの代りにapo　LDL一リン脂質複合体を用い
ると，この結合性への抑制効果が増大した，
　5・5LDLと一旦elastinに結合した脂質は，その後に
apo　HDL一リン脂質複合体とincubateしても除かれるこ
とはなかった．
　以上のごとき加℃1めηにおける動脈壁elastinと・各種
血清リボ蛋白との結合実験は，動脈硬化症発症機序の一面
を探るに即応した有用な実験モデルと考える．
　本研究の一部は北海道老年医学研究振興会助成金の補助
によって行われた、本研究にさいして懇篤な助言をたまわ
った本学生化学第1講座大野公吉教授に深謝するもので
ある．
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